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分别尾静脉注射 13-MTD 40、80、120 mg·kg －1(M40、M80、





组化法检测损伤侧脑组织 AQP4 蛋白表达。结果 13-MTD
可明显改善脑缺血大鼠神经功能缺失症状，使脑梗死体积明
显缩小，使脑含水量和脑水肿程度明显减轻，EB 渗出减少，
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1． 1． 1 实验动物 Sprague-Dawley (SD)大鼠，♂，
体质量 230 ～ 270 g，购自上海斯莱克实验动物有限
责任公司，动物合格证号:SCXK(沪)2007-0005。
1． 1． 2 试剂 13-MTD 由厦门大学药学院合成，浓




配制成 2% TTC工作液，4 ℃避光保存;AQP4 多克




1． 1． 3 仪器 光学显微镜及摄像系统(日本 Olym-
pus公司) ;LGＲ16-W型低温高速离心机(北京医用
离心机厂) ;超低温冰箱(日本 SANYO) ;酶标仪(美
国 Bio-Ｒad公司) ;凝胶成像分析系统(Syngene Gen-
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ius公司) ;9700 型 PCＲ扩增仪(ABI公司)。
1． 2 制备大鼠大脑中动脉闭塞(middle cerebral
artery occlusion，MCAO)模型 线栓法制备大鼠
MCAO模型［4 － 5］。动物术前禁食 12 h，自由饮水。










颈总动脉分支约 3 mm 处剪一小口，将栓线自颈外
动脉插入颈内动脉，将栓线与血管稍作结扎防止血
液溢出，打开颈内动脉上的动脉夹，轻柔缓慢的将栓








1． 3 实验设计与分组 大鼠适应性喂养 7 d 后，随
机分为假手术组(Sham)、空白脂质体对照组(Vehi-
cle)、13-MTD 40、80、120 mg·kg －1组(M40、M80、
M120)。按缺血时间分为 6、12、24 h 组，即 Sham-6、
12、24 h 组，Veh-6、12、24 h 组，M40-6、12、24 h 组，
M80-6、12、24 h 组，M120-6、12、24 h 组，每组 5 只。
Sham组除不插入线栓，其它相同。插入栓线前 30
min分别尾静脉注射脂质体包裹的 13-MTD 40、80、
120 mg·kg －1，Vehicle 组给予等体积空白脂质体。
各组大鼠均于相应缺血时间处死取材。







碍。缺血术后评 1 ～ 3 分者为手术成功的标志，手术
中出血过多的动物弃去。
1． 5 脑梗死体积测定 于相应的缺血时间迅速断
头取脑，将脑组织置于生理盐水冰盘上去除嗅球、小
脑和低位脑干，冠状切片，每片厚约 2 mm。切 4 刀，
成 5 片。第 1 刀在脑前极与视交叉连线中点处;第
2 刀在视交叉部位;第 3 刀在漏斗柄部位;第 4 刀在
漏斗柄与叶尾极之间。迅速将脑片置 2% TTC磷酸
盐缓冲液(pH 7. 4)中避光染色，37 ℃温孵 30 min，













1． 6． 2 脑干湿重测定脑含水量 于相应缺血时间，
处死大鼠，迅速取出脑组织，切成等厚度的 5 片，准
确称量湿重后，将脑片放入烤箱内 110 ℃烤 24 h，将
脑片烤至恒重，取出称量脑片干重。公式:脑水肿 =
(湿重 －干重)/ 湿重 × 100% ［7］。













mL甲酰胺的匀浆器进行匀浆，54 ℃水浴孵育 24 h
后，3 000 r·min －1离心 30 min，取 200 μL上清置于
96 孔板，用酶标仪(λ = 630 nm)测定各组的光密度
值。根据标准曲线，计算出 EB 含量，依据所测得浓
度计算出 BBB对 EB 的通透率，以每克湿重脑组织
内所含 EB的量(mg·kg －1)来表示。
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1． 8 ＲT-PCＲ检测脑组织 AQP4 mＲNA 表达 取
冻存于 － 80 ℃冰箱的各组脑组织，取脑皮层处 100
mg组织液氮研磨，TＲIzol法提取总 ＲNA，TaKaＲa公




CTCCAACACCCCAGCCATG-3'，下 游 引 物:5'-CT-
GATCCACATCTGCTGGAAGGTGG-3'。取 1 μL cD-
NA 进行 PCＲ 反应，反应条件:94 ℃ 30 s，60 ℃ 30
s，72 ℃ 30 s，28 个循环;循环后均 72 ℃终延伸 7
min，4 ℃保存。PCＲ 产物用 2% 琼脂凝胶电泳分
析。电泳后在紫外灯下拍摄照片，用图像处理软件
Phoretix 1D分析目标条带的灰度值。
1． 9 免疫组化检测脑组织 AQP4 蛋白表达 脑组
织常规制备石蜡切片，58 ℃ ～60 ℃烤片 1 h，二甲苯
脱蜡，梯度乙醇水化，抗原修复，3% H2O2 室温孵育
10 min，PBS冲洗，正常山羊血清封闭 10 min，一抗 4
℃过夜，PBS冲洗，加入二抗，37 ℃孵育 10 min，PBS
冲洗，加入 SP 复合物孵育 10 min，PBS 冲洗，DAB
显色，苏木精复染，梯度乙醇脱水，中性树胶封片。
使用同等对比度和曝光时间，在 40 × 10 倍普通显微
镜下观察并拍照。
1． 10 统计学分析 实验数据以 珋x ± s 表示，采用





各组大鼠于脑缺血 6、12、24 h 时分别处死，并进行
神经功能缺失评分比较。如Fig 1所示，Sham组评
Fig 1 Effect of 13-MTD on neurological deficit score in
different groups after 6，12 and 24 h MCAO in rats (珋x ± s，n = 6)





血时段神经功能评分有明显差异(P ＜ 0. 05) ;与 Ve-
hicle 组比较，13-MTD 40、80、120 mg·kg －1均可降
低各缺血时段的神经功能缺失评分(P ＜ 0. 05) ，且
存在剂量依赖性(P ＜ 0. 05) ，以 M80 组改善最为明
显(P ＜ 0. 05)。
2． 2 13-MTD对大鼠脑缺血后脑梗死面积的影响





的大脑皮层，缺血 24 h 组白色梗死灶最为明显，可
累及到整个缺血侧脑半球，并伴有轻度的糜烂;13-
MTD 40、80、120 mg·kg －1组损伤侧脑组织外观均
有所改善，白色梗死灶范围均有所减少(P ＜ 0. 05) ，
尤其以 M80 组治疗效果最好(P ＜ 0. 05) ，各剂量组
间存在剂量依赖性(P ＜ 0. 05)。
2． 3 13-MTD对大鼠脑缺血后脑水肿的影响
2． 3． 1 13-MTD对大鼠脑缺血后脑组织体积的影响
如 Fig 3 所示，各缺血时间 Sham 组大脑体积均
匀;Vehicle组两侧脑组织体积不均等，缺血侧脑组
织体积稍大，与 Sham 组比较水肿明显(P ＜ 0. 05) ;
与 Vehicle 组相比，M40、M80、M120 组脑组织水肿
减轻(P ＜ 0. 05) ，以 M80 组效果最好(P ＜ 0. 05) ，各
剂量组之间差异有显著性(P ＜ 0. 05)。
2． 3． 2 13-MTD对大鼠脑缺血脑组织含水量的影响
如 Fig 4 所示，与 Sham 组比较，各缺血时间 Vehi-
cle组脑组织含水量明显增加(P ＜ 0. 05)。与 Vehi-
cle组相比，M40、M80、M120 组脑组织含水量均明显
下降(P ＜ 0. 05) ，并有量效差异，以M80 组效果最好
(P ＜ 0. 05)。
2． 4 13-MTD对大鼠脑缺血后 BBB通透性的影响
如 Fig 5 所示，与 Sham 组比较，各缺血时间 Vehi-
cle组可见明显的蓝色区域(P ＜ 0. 01)。与 Vehicle
相比，M40、M80、M120 组损伤脑 EB 渗出明显减少
(P ＜ 0. 05) ，以 M80 组效果最好，并有量效差异(P
＜ 0. 05)。
2． 5 13-MTD对大鼠脑缺血后 AQP4 表达的影响
Fig 6 的 ＲT-PCＲ 结果显示，脑缺血 12 h 后，Sham
组有极少量的AQP4 mＲNA表达，Vehicle组脑组织
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Fig 2 Comparison effect of 13-MTD on infarct size in different groups after MCAO 6，12 and 24 h in rats (珋x ± s，n = 6)
#P ＜ 0. 05 vs vehicle;△P ＜ 0. 05 vs M40;▲P ＜ 0. 05 vs M120
Fig 3 Effect of 13-MTD on cerebral edema
in different groups caused by cerebral ischemia
after MCAO 6，12 and 24 h in rats (珋x ± s，n = 6)
#P ＜ 0. 05 vs vehicle;△P ＜ 0. 05 vs M40;▲P ＜ 0. 05 vs M120
AQP4 mＲNA 表达水平升高(P ＜ 0. 05) ，M40、M80
组均可使脑组织 AQP4 mＲNA 表达降低(P ＜
0. 05) ，各剂量之间差异有显著性(P ＜ 0. 05) ，以
M80 组效果最好。
Fig 7 的免疫组化结果显示，脑内 AQP4 蛋白表
达呈阳性的细胞，胞膜上呈均匀分布的棕黄色颗粒。
Fig 4 Effect of 13-MTD on dry and wet weight
in different groups caused by cerebral ischemia after
MCAO 6，12 and 24 h in rats (珋x ± s，n = 5)
* P ＜ 0. 05 vs sham;#P ＜ 0. 05 vs vehicle;△P ＜ 0. 05 vs M40;▲P
＜ 0. 05 vs M120
AQP4 蛋白主要表达于星形胶质细胞(astroglia，
AST)胞膜上。Sham 组有少量 AQP4 表达;Veh-6、




·18·中国药理学通报 Chinese Pharmacological Bulletin 2019 Jan;35(1)
Fig 5 Effect of 13-MTD on EB in different groups caused by cerebral ischemia after MCAO 6，12 and 24 h in rats (珋x ± s，n = 6)
* P ＜ 0. 05 vs sham;# P ＜ 0. 05 vs vehicle;△P ＜ 0. 05 vs M40;▲P ＜ 0. 05 vs M120
Fig 6 Change of ratio of AQP4 /β-actin mＲNA
in different groups after MCAO 12h in rats (珋x ± s，n = 6)





移过程依赖于 Na +，K + -ATP酶(钠泵) ，对细胞容量
起到维持作用，任何影响三磷酸腺苷(adenosine
triphosphate，ATP)代谢的化合物都会导致钠泵的调
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Fig 7 Comparison of expression of AQP4 protein in cerebral cortex detected by
immunohistochemistry after MCAO 6，12 and 24 h in rats (× 400)












血 6、12、24 h，证实 13-MTD 40、80、120 mg·kg －1尾
静脉给药可明显减轻各时段 MCAO 后的脑损伤，以
脑缺血 12 h以内的保护作用最好，各时段均以 M80
组改善更好，13-MTD 能够抑制大鼠脑缺血后脑水
肿的形成。同时我们在实验中发现，13-MTD 的保
护作用与脑内 AQP4 表达相关。其机制可能与 13-
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Effect of 13-methyltetradecanoicacid on brain edema after
cerebral ischemia in rats
FENG Xiao1，3，CHEN Shi-mei2，ZHANG Wen-rong1
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2． Xiamen Social Welfare Center，Xiamen Fujian 361000，China;
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Abstract:Aim To investigate the effect of 13-methyl-
tetradecanoic acid (13-MTD) on brain edema after
cerebral ischemia in rats and its mechanism． Methods
The model of middle cerebral artery occlusion
(MCAO)was prepared by suture embolization meth-
od． Thirty minutes prior to the insertion of the embo-
lus，tail vein injection of 13-MTD 40，80，120 mg·
kg －1(M40，M80，M120)was respectively performed．
The negative control group was given an equal volume
of liposomes． 6，12 and 24 h after ischemia，neurolog-
ical deficits were observed with Longa neurological def-
icit scores;brain infarct volume was observed with TTC
staining;brain edema was calculated with AutoCAD
image analysis software;brain water content was meas-
ured with brain dry weight; the blood-brain barrier
(BBB) permeability was measured by Evans blue
(EB)． AQP4 mＲNA expression in the injured brain
tissue was detected by ＲT-PCＲ． The expression of
AQP4 protein in the injured brain tissues was detected
by immunohistochemistry． Ｒesults 13-MTD could
significantly improve the symptoms of neurological defi-
cits in rats with cerebral ischemia，reduce the volume
of cerebral infarction，decrease brain water content and
cerebral edema，and down-regulate EB leakage，and
up-regulate the expression of AQP4 in the ischemic
brain tissues． Conclusion 13-MTD can reduce brain
edema after cerebral ischemia in rats by regulating
AQP4 expression．
Key words:13-MTD;cerebral ischemia;neurological
function score;cerebral edema;blood brain barrier;
AQP4
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